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摘要 : WO 鸣 菌 体 是 侵 染 节肢 动物 体内 感染 的 Wolbachia 的 细菌 病毒 ， 人 们 推测 WO 哈 菌 体 可 能 参与 了 寄主 遗传 变异 
的 过 程 。 我 们 对 采 自 中 国境 内 4 个 地 理 种 群 (上 海 闵行 、 云 十 普洱 、 山 东 济 宁 和 宁夏 青铜 峡 ) 的 灰 飞 剧 Laodelphax 
striatellus 1 ~2 龄 若虫 用 抗生素 HCl-tetracycline 处 理 过 的 水 称 饲 养 , 每 隔 20 d 取样 测定 并 比较 其 体内 Wolbachia 和 
WO 喉 菌 体 的 感染 率 ， 以 此 来 初步 研究 灰 飞 乱 体内 WO 哈 菌 体 与 Wolbachia 的 侵 染 关系 ,结果 表明 : WO 哈 菌 体感 染 
率 的 变化 趋势 与 其 宿主 Wolbachia 的 基本 一 致 , 都 随 着 时 间 推 移 逐 步 下 降 。 我 们 进一步 对 未 经 HCl-tetracycline 处 理 
的 灰 飞 乱 , 用 实时 定量 PCR 的 方法 对 WO 哈 菌 体 和 Wolbachia 在 不 同日 龄 灰 飞 乔 上 峻 中 体内 的 菌 量 进行 测定 ,结果 显 
示 , 二 者 菌 量 都 随 着 日 龄 的 增长 有 所 变化 , 在 第 8 天 达到 最 大 , 二 者 的 变化 趋势 基本 一 致 。 由 此 我 们 推 岂 WO 哈 菌 
体 是 侵 染 胞 内 共生 菌 Wolbachia 的 专 性 病毒 , 并且 感 染 Wolbachia 的 WO 鸣 菌 体 很 可 能 是 深 原 性 的 鸣 菌 体 。 
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Relationship of WO phage and Wolbachia infection in Laodelphax striatellus 
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Abstract: WO phage is the bacterial virus infecting Wolbachia in arthropods. It is supposed that WO phage 





may participate in controlling genetic changes of the hosts. Laodelphax striatellus planthoppers from four 
geographic populations of China ( Minhang, Shanghai; Puer, Yunnan; Jining, Shandong; Qingtongxia ， 
Ningxia ) were bred on rice treated with antibiotics. The infection rates of Wolbachia and WO phage were 
examined every twenty days, and the infection relationships between Wolbachia and WO phage were 
analyzed based on the data obtained. The results revealed that the infection rate of Wolbachia declined with 
time, and so was WO phage. By using Real-time quantitative PCR, we found that the copy numbers of 
Wolbachia and WO phage varied with the developmental stages of adult female, displaying the highest 
quantity at 8 d post infection, and WO phage density showed the same pattern as that of Wolbachia. From 
the results, we inferred that WO phage is the obligate virus infecting Wolbachia, and the WO phage 
infecting Wolbachia in L. striatellus may be lysogenic. 
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Wolbachia 是 在 节 胶 动物 体内 发 现 的 一 种 立 克 
次 氏 体 细菌 (Rickettsia bacteria) ， 属 于 原核 生物 界 ， 
细菌 门 , 变形 菌 纲 的 a 亚 纲 , 立 克 次 氏 体 目 , 立 克 
次 氏 体 科 ， Wolbachia 族 ，Wolbachia 属 , 通常 在 宿主 
中 由 细胞 质 遗 传 给 下 一 代 ( Werren et al.，1995)。 
Wolbachia 通过 诱导 宿主 胞 质 不 类 和 (cytoplasmic 
CI ) (Noda，1984)、 肉 性 化 
( feminization ) ( Rigaud et al., 1991)、 诱导 孤 肉 生殖 


incompatibility ， 


( parthenogenesis inducing，PI ) (Stouthamer et al., 
1993 ) 和 杀 雄 ( male-killing ) ( Hurst，1991 ) 等 来 调控 
答 主 的 生殖 方式 , 被 认为 与 性 别 决定 和 物种 形成 等 
重要 生物 学 问题 密切 相关 (Werren，1997 ) 。 通 过 对 
答 主 生殖 系统 的 作用 ，Wolbachia 不 需要 通过 感染 
或 其 他 水 平 转移 途径 就 能 够 有 效 地 侵入 宿主 群体 ， 
而 且 在 其 扩散 的 同时 也 能 够 市 劲 与 之 相 联系 的 其 他 
因子 (如 线粒体 、 哈 菌 体 等 ) 在 宿主 群体 中 传播 。 
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Masui 等 (2000) 在 地 中 海 粉 斑 赋 Ephestia kuehniella 
的 Wolbachia 中 最 早 发 现 了 哈 菌 体 的 存在 ,并 将 其 
定名 为 WO 哈 菌 体 。Fuwjii 等 (2004 ) 研究 表明 ，WO 
吹 菌 体 广 泛 分 布 于 Wolbachia 基因 组 中 , 既 可 以 溶 
原形 式 插 入 到 Wolbachia 染色 体 中 ,又 能 以 溶菌 状 
态 自 由 存在 于 细胞 质 中 。 并 且 WO 噬菌体 还 可 以 在 
不 同 的 Wolbachia 之 间 频 繁 地 转移 ( Bordenstein and 
Wernegreen，2004) , 很 可 能 携 市 重要 的 基因 或 介 导 
Wolbachia 基因 组 的 进化 , 是 目前 知道 的 有 希望 促 
进 Wolbachia 遗传 进化 的 可 移动 遗传 因子 之 一 。 

灰 飞 乱 Laodelphax siriatellus (Fallén ) 属 半 埃 有 目 
飞 虱 科 ,是 中 国 华北 及 长 江 流 域 水 稳 、 玉 米 、 小 麦 
等 粮食 作物 的 主要 害虫 ( 徐 红星 等 ,2000; 孙 焦 珍 
等 , 2006) , 该 虫 不 仅 直 接 取 食 水 稻 汁 液 造 成 严重 
的 水 稻 减 产 ， 而 且 经 其 传播 的 水 稻 条 纹 叶 村 病毒 
(rice stripe virus ，RSV ) 对 世界 上 许多 国家 的 水 稻 生 
产 形成 了 巨大 的 威胁 , 现在 该 病 已 经 成 为 江淮 地 区 
水 称 生 产 上 最 主要 的 病害 之 一 。 对 灰 飞 乱 的 防治 ， 
目前 主要 有 农业 防治 (例如 培育 抗 性 品种 等 )、 生 物 
防治 和 化 学 防治 等 , 这 些 方法 虽然 有 一 定 的 效果 ， 
但 是 也 存在 负面 影响 ,如 滥用 农药 造成 环境 污染 
等 ， 而 媒介 昆虫 -共生 菌 技术 ( Vector-Insect-Symbiont 
Technology，VIST) 就 是 在 此 背景 下 提出 的 一 个 比较 
好 的 尝试 ( 温 建 国 等 , 2003) 。VIST 的 原理 是 利用 
Wolbachia 引起 的 生殖 或 者 其 他 适合 度 方面 的 优势 ， 
使 得 男 一 个 母系 遗传 因子 , 如 应 用 基因 工程 方法 改 
造 过 的 共生 菌 , 感染 灰 飞 虱 群体 , 让 共生 菌 携带 、 
表达 和 释放 对 病原 微生物 有 专 性 的 毒性 重 白 (对 屁 
忠和 共生 菌 没 有 作用 ) ， 从 而 在 昆虫 体内 杀 死 病原 
微生物 , 终止 病害 的 传播 。WO 哈 菌 体 作 为 侵 染 
Wolbachia 的 一 种 病毒 ， 因 其 在 宿主 中 不 同 的 存在 
形式 对 其 和 宿主 Wolbachia 的 戎 量 可 以 产生 一 定 的 影 
啊 , 并 可 能 携 市 基因 促进 Wolbachia 的 基因 组 进化 ， 
因此 研究 灰 飞 乱 中 WO 哈 菌 体 与 Wolbachia 的 侵 染 
关系 是 进一步 探索 灰 飞 恒 防治 策略 的 基础 。 

在 本 实验 中 , 我 们 以 Wolbachia 的 wsp 基因 和 
WO 哈 菌 体 的 orf7 基因 作为 检测 对 象 , 研究 灰 飞 二 
不 同 地 理 种 群 中 WO 哈 菌 体 与 Wolbachia 的 侵 染 关 
系 , 明确 了 Wolbachia 和 WO 叭 菌 体 在 宿主 不 同 发 
育 阶 段 数量 上 的 变化 趋势 ,进而 阐明 了 Wolbachia 
和 WO 哈 菌 体 之 间 的 相互 关系 。 人 研究 结果 为 深入 探 
索 WO 哈 菌 体 、Wolbachia 以 及 昆虫 宿主 三 者 之 间 
相互 作用 的 分 子 机 制 葛 定 良 好 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 
实验 中 所 用 灰 飞 乱 是 于 2008 年 6 月 采 目 中 国 
的 4 个 地 理 种 群 , 详细 信息 见 表 1。 灰 飞 翅 被 隔离 
饲养 在 种 有 水 稻 苗 的 大 烧杯 中 , 保持 在 25%C ， 相 对 
湿度 80% , 光 周 期 16L: 8D 的 条 件 下 。 
表 1 实验 中 所 用 灰 飞 虱 种 群 的 采集 信息 
Table 1] Collection information from four populations 


of Laodelphax striatellus in our study 
种 群 代码 地 点 经 纬度 


Population code Locality Geographic coordinate 
上 海 闵行 
MS 海 交行 31.2°N, 121.4°E 
Minhang, Shanghai 
一 
云南 普洱 
PY 南 间 22.4°N, 100. 5°F 
Puer, Yunnan 
山东 济宁 
JS 东 六 35.2°N, 116. 3°F 
Jining, Shandong 
宁夏 青铜 峡 
QN 37.6°N, 105.5°FE 


Qingtongxia, Ningxia 


1.2 HCl-tetracycline 处 理 

在 实验 室 条 件 下 (温度 25C ,相对 湿度 80% ， 
光 周 期 16L: 8D) ,以 0.1% 的 HCl-tetracycline 水 溶 
液 持 续 养 育 水 稻 苗 ,两 个 星期 后 放 入 1 ~2 龄 灰 改 
者 大虫 , 连续 饲养 3 ~4 代 。 从 放 和 人 在 虫 后 开始 , 每 
隔 20 d 通过 PCR 方法 检测 灰 飞 恒 体内 的 Wolbachia 
和 WO 哈 菌 体 的 感染 率 , 共 检 测 3 次, 每 次 检测 40 
头 灰 飞 乱 ,同时 以 未 经 HCl-tetracycline 处 理 过 的 上 
海 种 群 灰 飞 乱 作为 对 照 组 。 
1.3 ”DNA 模板 的 提取 

每 头 虫 为 一 个 独立 样本 , 放 入 闭 有 40 pL STE 
缓冲 液 (100 mmol/L NaCl, 10 mmol/L Tris-HCl, 
1 mmol/L EDTA, pH 8.0) 的 1.5 mL 离心 管 中 , 用 研 
磨 棱 的 碎 , 勺 浆 , 加 入 2.5 pL 和 蛋 日 酶 K(10 mg/mL)， 
4 000 r/min 离心 1 min, 37%C 孵育 30 min, 然后 95%C 
变性 5 min, 4 000 r/min 离心 1 min, 最 后 置 于 -20Y 
保存 或 取 2 kL 百 接 做 模板 进行 PCR 扩 增 。 
1.4 PCR 检测 

引物 用 软件 Primer 5.0 设计 , 由 上 海 生 工 生物 
技术 有 限 公 司 合成 。 扩 增 Wolbachia 的 wsp 基因 引 
物 序列 是 : wsp81F: 5'-TGGTCCAATAAGTGATGAAG 
AAAC-3’', wsp691R.:. 5’-AAAAATTAAACGCTACTCC 
A-3'(Zhou et al.，1998 ) , 扩 增 片段 长 度 为 599 bp， 
反应 体系 为 : 14.3 kwL 水 , 2.5 nL 10 x buffer， 
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2.3 pL dNTPs, 2.5 AL MgCl,(25 mmol/L), 0.2 pL 
Taq DNA polymerase (1 U), 2 kL 模板 和 上 下 游 引 
物 各 0.5 pL, 共 25 pL，PCR 程序 : 94Y 3 min; 
94C 30 s, 55%C 45 s, 72%C 1 min, 35 个 循环 ; 最 后 
72% 7 min。 扩 增 WO 哈 菌 体 or 基因 (编码 WO 
哈 菌 体 的 衣 党 蛋 日 基因 ) 的 引物 序列 是 : WOF: 5 
CCCACATGACCAATGACGTCTG-3’, WOR. 5’'-CGTT 
CGCTCTGCAAGTAACTCCATTAAAAC-3', 可 扩 增 出 
长 为 394 bp 的 片段 , 反应 体系 包括 : 14.8 pL 水 ， 
2.5 ML 10 x buffer, 2 pL dNTPs, 2.5 pL MgCl, 
(25 mmol/L), 0.2 pL Taq DNA polymerase (1 U), 
上 下 游 引 物 各 0.5 pL 和 2 pL DNA 模板 。PCR 反 
应 程序 : 94% 3 min; 94% 30 s, 66%C 30 s, 72°C 
30 s, 30 个 循环 ; 最 后 72%C 5 min。 

扩 增 反应 结束 后 , 将 PCR 特异 性 扩 增 产物 在 
1% 球 脂 糖 凝 胶 上 进行 电泳 检测 , 温 化 乙 狂 (EB) 染 
色 , 在 Gel Doc EQ 凝 胶 成像 系 统 ( Bio-Rad,， 
Hercules ,CA ) 下 观察 并 记录 结 
1.5 实时 定量 PCR 

取 2, 4, 6, 8, 10, 12 和 14 d 的 未 经 HCl- 
tetracycline 处 理 的 云南 种 群 灰 飞天 肉 虫 , 利用 制作 
好 的 Wolbachia 和 WO 哈 菌 体 的 标准 样品 曲线 分 别 
对 其 虫 体内 的 Wolbachia 和 WO 噬菌体 进行 定量 ， 
每 个 日 龄 至 少 取 15 头 试 虫 , 将 测 得 的 值 取 平 均 数 。 
标准 曲线 的 制作 方法 如 下 : 取 已 提取 好 的 含有 靶 标 
基因 片段 的 重组 pGEM-T 质粒 , 用 紫外 分 光 光 度 计 
测定 质粒 浓度 , 按 10 售 浓度 梯度 逐 级 进行 稀释 ,用 
定量 PCR 的 方法 测 其 对 应 的 Ct 值 , 制定 标准 曲线 。 

定量 PCR 设计 的 引物 分 别 是 : wspF (5 


ATGTAACTCCAGAAATCAAACTC ) 和 wspR (5 
GATACCAGCATCATCCTTAGC-3'), 扩 增 片段 长 度 
是 94 bp; orf7F (5’-GTCTGGAAAGCTTACAAAAAG- 
3’) 和 orf7R (5’-CTCGCCAAAATATAGCCCTGC-3)， 
扩 增 产物 请 段 的 长 度 为 125 bp。 

20 pL 的 荧光 定量 PCR 反应 体系 包括 10 pL 
2 xSYBR ® Premix Ex Taq ™ ( Applied Biosystems ) ， 
上 下 游 引 物 各 0. 4 pL, 50 x ROX Reference Dye 
0.4 pL, 1 pL DNA 模板 和 7.8 kL 水。 反应 程序 
是 : 95%C10 s; 95%C 5 s, 60%C 31 s, 40 个 循环 ; 最 
后 95%C15 s, 60%C 1 min, 95°C15 s。 
1.6 数据 统计 与 分 析 

定量 试验 结果 用 SPSS 软件 进行 统计 分 析 
(ANOVA, Independent-Samples 7 test analysis 方法 ). 


2 结果 与 分 析 


2.1 盐酸 四 环 素 处 理 后 灰 飞 虱 体内 Wolbachia 和 
WO 鸣 菌 体感 染 率 的 变化 

表 2 所 示 在 实验 室 的 4 个 地 理 种 群 及 1 个 对 照 
组 的 灰 飞 虱 中 每 隔 20 d 检测 到 的 Wolbachia 的 感染 
率 的 变化 情况 。 从 结果 中 可 以 看 出 , 其 中 3 个 地 理 
种 群 ( MS, PY 和 及) 的 olbuchia 初始 感染 率 都 很 
高 (QN 例外 , 只 有 5% 的 感染 率 ) , 尤其 在 MS 种 群 
中 可 高 达 100% 。 而 HCl-tetracycline 处 理 可 以 有 效 
地 去 除 灰 飞 乔 体内 的 Wolbachia, 并 且 随 着 时 间 的 
推移 ，Wolbachia 的 感染 率 持续 下 降 , 处 理 大 约 3 个 
月 后 ，Wolbachia 感染 率 最 低 已 经 降 至 0(JS 和 QN 
种 群 ) 。 作 为 对 照 组 的 CK 种 群 灰 飞天 Fo1buchia 的 
感染 率 一 下 保持 在 100% 。 


表 2 ， 不同 地 理 种 群 灰 飞 剧 经 盐酸 四 环 素 处 理 后 不 同时 间 Wolbachia 感染 率 
Table 2 The infection rate of Wolbachia at different days after HCl-tetracycline treatment in different 
populations of Laodelphax striatellus 


检测 个 体 数 


Wolbachia 的 感染 率 (% ) 
Infection rate of Wolbachia 


码 
种 群 代 Number of insects 
Population code 

examined 20 d 
MS 40 100.0 
PY 40 95.0 
JS 40 80.0 
QN 40 $5.0 
CK 40 100.0 


PI 表示 20 d 与 40 d 处 理 后 Wolbachia 的 感染 率 差 异 , P2 表示 40 d 与 60 d 处 理 后 Wolbachia 的 感染 率 差 异 ,“ 


Pl 40 d P2 60 d 
0.007 70.0 <0.001 7.3 
0.017 62.5 <0.001 2.5 
0.080 37.5 <0.001 0.0 
0.041 0.0 一 0.0 

一 100.0 一 100.0 


- “表示 未 计算 两 次 处 理 前 后 的 差异 


显著 性 。P] indicates the differences in infection rate of Wolbachia between 20 d and 40 d treatment with HCl-tetracycline, P2 indicates the differences in 


infection rate of Wolbachia between 40 d and 60 d treatment with HCl-tetracycline, “ 


calculated. CK: 未 经 HCl-tetracycline 处 理 的 上 海 闵行 灰 飞 乱 种 群 (MS)The MS population of L. siriatellus without HCl]-tetracycline treatment. 


” indicates the differences in infection rate of Wolbachia were not 
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同样 在 这 4 个 地 理 种 群 的 灰 飞 乱 中 , 随 着 时 间 
的 推移 ， 侵 染 Wolbachia 的 WO 噬菌体 的 感染 率 变 
化 趋势 与 其 宿主 Wolbachia 的 基本 一 致 ;同时 我 们 
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发 现 , 在 对 照 组 中 WO 噬菌体 一 直 保持 着 高 感染 率 
的 态势 ( 表 3)。 


表 3 不 同 地 理 种 群 灰 飞 虱 经 盐酸 四 环 素 处 理 后 不 同时 间 WO 鸣 菌 体感 染 率 
Table 3 The infection rate of WO phage at different days after HCl-tetracycline treatment in different 


populations of Laodelphax striatellus 


检测 个 体 数 


Number of insects 


种 群 代码 


Population code 


WO 哈 菌 体 的 感染 率 ( % ) 
Infection rate of WO phage 


examined 20 d PI 40 d P2 60 d 
MS 40 100.0 0.003 65.0 <0.001 7.5 
PY 40 92.5 0.007 60.0 <0.001 .0 
JS 40 80.0 0.009 40.0 <0.001 0.0 
ON 40 $5.0 0.041 0.0 一 0.0 
CK 40 100.0 一 100. 0 一 100. 0 
Pl 表示 20 d 与 40 d 处 理 后 WO 哈 菌 体感 染 率 差异 , P2 表示 40 d 与 60 d 处 理 后 WO 噬菌体 感染 率 差异 ,，”- ”表示 未 计算 两 次 处 理 前 后 的 差 


异 显著 性 。PI1 indicates the differences in infection rate of WO phage between 20 d and 40 d treatment with HCl-tetracycline, P2 indicates the 


differences in infection rate of WO phage between 20 d and 60 d treatment with HCl-tetracycline ,“ 


— ”indicates the differences in infection rate of WO 


phage were not calculated. CK: 未 经 HCl-tetracycline 处 理 的 上 海 闵行 种 群 (MS ) 灰 飞 乱 The MS population of L. siriatellus without HC]-tetracycline 


treatment. 


2.2 ”Wolbachia 和 WO 噬菌体 的 菌 量 测定 

我 们 在 实验 中 发 现 , 云南 种 群 灰 飞 虱 上 肉 虫 随 着 
成 虫 虫 体 的 不 断 发 育 ， 其 体内 感染 的 Wolbachia 和 
WO 叭 菌 体 的 菌 量 也 随 之 发 生变 化 。 我 们 用 实时 定 
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重组 质粒 浓度 的 常用 对 数 转 换 值 


Lg concentration of recombinant plasmid 
图 1 
Fig. 1 


图 2(A, B) 分 别 表示 的 是 对 云南 种 群 不 同日 龄 
灰 飞 虱 上 肉 虫 体内 Wolbachia 和 WO 鸣 菌 体 菌 量 的 测 
定 结果 。 比 较 图 中 的 菌 量 结果 可 以 看 出 : 随 着 成 虫 
虫 体 的 不 断 发 育 ， 其 体内 Wolbachia 和 WO 哈 菌 体 
的 痪 量 也 出 现 明 显 的 变化 , 而 且 二 者 的 变化 趋势 大 
致 相同 , 都 是 先 呈 上 升 趋势 , 然后 在 第 8 天 之 后 瑚 


量 PCR 方法 对 二 者 的 菌 量 进行 测定 ,发现 它们 呈 
现 出 一 定 的 规律 性 。 图 1(A 和 B) 中 所 示 的 是 用 实 
时 定量 PCR 方法 测定 Wolbachia 和 WO 吻 菌 体 菌 量 
时 所 用 的 标准 曲线 图 。 
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重组 质粒 浓度 的 常用 对 数 转换 值 


Lg concentration of recombinant plasmid 


实时 定量 PCR 中 测定 Wolbachia( A) 和 WO 哈 菌 体 (B) 菌 量 的 标准 曲线 图 
Standard curve of Wolbachia (A) and WO phage (B) quantity in Real-time quantitative PCR 


量 开始 逐渐 下 降 。 

实验 结果 的 统计 分 析 采 用 Independent-Samples 
7 test analysis 的 方法 。 在 图 2 中 , 每 隔 2 d 的 肉 虫 
体内 Wolbachia 和 WO 哈 菌 体 的 菌 量 差异 性 标记 如 
下 , 当 P 值 小 于 0.05 的 时 候 表示 二 者 之 间 存 在 显 
车 性 差异 。 
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Wolbachia (x 1 000 000) 


2 4 6 8 10 12 14 
内 虫 日 龄 Days after female adult emergence 


图 2 云南 种 群 不 同日 龄 灰 飞 乱 肉 虫 体内 Wolbachia( A) 和 WO 鸣 菌 体 (B) 菌 量变 化 
Fig. 2 The changes of Wolbachia (A) and WO phage (B) quantity in females of Laodelphax striatellus from Yunnan Province 


3 讨论 


我 们 对 不 同 地 理 种 群 灰 飞 乔 体内 Wolbachia 的 
感染 情况 分 别 进行 了 检测 , 结果 显示 Wolbachia 是 
广泛 存在 的 , 且 Wolbachia 的 感染 率 在 大 多 数 种 群 
中 都 比较 高 ， 只 有 人 宁夏 青铜 峡 种 群 例外 ， 其 
Wolbachia 的 感染 率 仅 为 5% 。 这 个 检测 结果 与 甘 波 
谊 等 (2002 ) 的 实验 结果 有 所 不 同 : 他 们 发 现 上 海 、 
云南 、 北 京 等 种 群 的 灰 飞 乱 Wolbachia 感染 率 较 高 ， 
分 别 为 86% , 84% 和 98% , 宁夏 种 群 不 感染 。 对 比 
我 们 的 实验 结果 ( 表 2) 来 看 , 现在 上 海 、 云 南 和 宁 
夏 种 群 灰 改 起 体内 Wolbachia 的 感染 率 都 有 所 增长 ， 
其 中 宁夏 种 群 由 不 感染 转变 成 低 度 感染 。 这 也 在 一 
定 程度 上 阐明 了 随 着 时 间 的 推移 ， 同 一 地 区 
Wolbachia 感染 率 的 变化 趋势 。 宁 夏 种 群 Wolbachia 
由 无 到 有 可 能 是 由 于 感染 Wolbachia 的 灰 飞 乱 从 相 
邻 地 区 迁移 所 致 。 

对 于 生活 在 寄主 细胞 内 的 内 共生 菌 来 说 ,由 于 
它们 本 身 没 有 DNA 修复 功能 以 及 其 所 处 的 特殊 环 
境 限 制 了 外 来 DNA 的 侵入 , 所 以 在 某 种 程度 上 
Wolbachia 限制 了 哈 菌 体 的 侵 染 , 而 事实 上 ,WO 哈 
菌 体 对 其 宿主 Wolbachia 侵 染 范围 相当 广泛 。 已 有 
的 调查 结果 表明 , 在 昆虫 纲 中 感染 了 Wolbachia 的 
26 种 昆虫 中 也 检测 到 了 WO 哈 菌 体 的 存在 ( Masui 
et al., 2000; Fujii et al., 2004; Bordenstein and 
Wernegreen, 2004; Gavotte et al., 2004; Sanogo and 
Dobson ,2004 ; Gavotte et al., 2007 ) , 这 些 昆 虫 涉及 
直 翅 目 、 鞘 翅 目 、 双 遂 目 、 鲜 翅 目 及 膜 翅 目 。 我 们 
对 不 同 地 理 种 群 灰 飞 虱 体 内 WO 哈 菌 体 侵 染 
Wolbachia 的 情况 分 别 进行 了 检测 , 结 采 显示 W0 
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吹 菌 体 也 是 广泛 存在 的 , 且 WO 哈 菌 体 的 感染 率 在 
大 多 数 种 群 中 都 比较 高 ， 只 有 宁夏 青铜 峡 种 群 例 
外 ,其 WO 哈 菌 体 的 感染 率 仅 为 5% 。 

通过 比较 经 抗生素 处 理 的 灰 飞 虱 体 内 
Wolbachia 的 WO 哈 菌 体感 染 率 的 变化 趋势 可 以 帮 
助 我 们 了 解 WO 噬菌体 和 Wolbachia 的 侵 染 关系 。 
抗生素 处 理 后 ，Wolbachia 的 感染 率 随 着 时 间 的 推 
移 而 逐渐 下 降 , 直至 最 后 被 完全 消除 , 与 此 同时 侵 
染 Wolbachia 的 WO 哈 菌 体 也 随 着 其 宿主 的 去 除 而 
消失 , 其 感染 率 变 化 趋势 与 其 答 主 Wolbachia 的 基 
本 一 致 ; 而 在 未 经 抗生素 处 理 的 对 照 组 中 (上 海 种 
群 )，Wolbachia 和 WO 叭 菌 体 一 直 维 持 着 100% 的 
感染 率 状态 ( 表 2, 3)。 我 们 的 研究 结果 表明 , WO 
只 菌 体 和 Wolbachia 之 间 存 在 着 稳定 的 侵 染 关系 ， 
这 进一步 说 明了 WO 哈 菌 体 不 是 自由 存在 于 昆虫 体 
内 的 寄生 病毒 ,而 是 侵 染 Wolbachia 的 专 性 病毒 。 
由 于 Wolbachia 存在 着 胞 质 不 杀 和 、 孤 上 肉 生 殖 、 杀 
雄 和 雌性 化 等 特点 , 因而 它 在 生物 防治 和 一 些 虫 媒 
传播 疾病 的 基因 工程 防治 方面 具有 很 大 的 应 用 前 
景 , 而 WO 哈 菌 体 作为 一 种 侵 染 Wolbachia 的 病毒 
性 遗传 因子 , 推测 可 能 与 其 宿主 的 生殖 调控 作用 有 
一 定 关 系 ， 所 以 对 WO 哈 菌 体 和 Wolbachia 的 关系 
的 研究 将 会 有 利于 进一步 了 解 如 何 利用 Wolbachia 
进行 生物 防治 。 

有 人 研究 证 明 稻 飞 乱 体 内 类 酵母 共生 瑚 的 数量 随 
寄主 虫 龄 的 增 大 而 增加 (Chen et al., 1981b), 抗 生 
素 、 高 温和 农药 等 影响 因子 能 明显 抑制 稻 飞 乱 体 内 
类 酵母 共生 茵 的 数量 (Chen ef al.，1981a; 
Raguraman and Jayarai, 1983 ; 徐 红 星 等 , 2000) , 这 
对 定量 研究 Wolbachia 有 重要 的 参考 价值 。 稳 飞 二 
体内 类 酵母 共生 菌 的 菌 量 计算 是 采用 血球 计数 法 
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( 昌 仲 贤 等 , 2001; 张 晓 婕 等 ,2008 ) , 现在 随 着 分 
子 生 物 学 方法 的 快速 发 展 , 更 准确 的 计量 方法 可 以 
更 好 地 帮助 我 们 了 解 昆虫 体内 共生 瑚 的 数量 变化 情 
况 。Noda 等 (2001 ) 同时 采用 Quantitative PCR (Q- 
PCR ) 和 Real-time quantitative PCR( RTQ-PCR ) 两 种 
方法 检测 了 Wolbachia 在 灰 飞 性 L，striatellus 和 日 背 
飞 虱 Sogatella furcifera 种 群 中 的 数量 变化 情况 。 在 
本 人 研究 中 , 我 们 采用 RTQ-PCR 的 方法 对 不 同日 龄 
上 灰 飞 翅 肉 虫 体内 的 WO 哈 菌 体 与 Wolbachia 的 数量 
进行 定量 检测 , 为 以 后 进一步 地 研究 Wolbachia、 
WO 喉 菌 体 和 昆虫 宿主 三 者 之 间 的 关系 黄 定 基础 。 

从 定量 实验 中 我 们 发 现 , 在 不 同日 龄 的 灰 飞 二 
雌 虫 体内 WO 哈 菌 体 和 Wolbachia 的 菌 量 有 很 大 差 
异性 , 但 随 着 成 虫 虫 体 的 不 断 发 育 ，WO 哈 菌 体 和 
Wolbachia 再 量 呈 现 出 的 变化 趋势 基本 一 致 ,都 是 
先 在 第 2 ~4 天 显著 升 高 , 在 第 8 天 达到 最 高 值 , 然 
后 开始 下 降 。 由 此 , 我 们 推测 : 侵 染 灰 飞 束 
Wolbachia 的 WO 只 苗 体 可 能 是 溶 原 性 的 噬菌体 ， 
即 以 原 哈 菌 体 的 形式 插入 到 Wolbachia 的 染色 体 中 ， 
这 种 形式 的 噬菌体 在 未 转化 成 裂解 性 噬 瑚 体 之 前 不 
会 消化 细菌 导致 细菌 数量 的 减少 。 这 也 是 国内 首次 
对 侵 染 灰 飞 虱 体内 Wolbachia 的 WO 哈 菌 体 菌 量 芯 
报道 , 这 为 WO 哈 菌 体 的 后 续 人 研究 葛 定 了 基础 ， 有 
助 于 更 好 地 深入 了 解 WO 哈 菌 体 在 Wolbachia 与 昆 
虫 宿主 共同 进化 的 过 程 中 所 起 的 作用 。 

对 WO 哈 菌 体 特性 的 研究 可 以 帮助 我 们 理解 其 
答 主 Wolbachia 生殖 调控 作用 的 分 子 基础 。 许 多 细 
菌 窒 主 从 其 哈 菌 体 获得 一 系列 有 益 的 基因 , 这 些 基 
可 能 会 帮助 它们 逃避 宿主 的 免疫 机 制 以 及 提高 宿 
主 寄生 率 。 有 人 研究 表明 ，WO 只 梢 体 与 其 Wolbachia 
宿主 系统 发 育 关 系 缺少 一 致 性 ,WO 哈 菌 体能 够 单 
独 或 与 其 细菌 宿主 共同 在 不 同 的 昆虫 体内 进行 水 平 
转移 , 但 WO 只 再 体 是 否 参与 到 诱导 昆虫 宿主 的 生 
殖 方式 改变 还 未 有 定论 , 并 且 Wolbachia 也 不 易 在 
昆虫 细胞 外 培养 , 所 以 使 得 对 WO 哈 菌 体 的 研究 以 
及 探讨 WO 哈 菌 体 和 Wolbachia 之 间 的 相互 关系 变 
得 相对 困难 一 些 。 在 以 后 的 工作 中 还 需要 大 量 关 于 
WO 侵 染 范围 及 其 基因 组 的 研究, 在 mRNA 表达 水 
平 上 对 Wolbachia 和 WO 哈 菌 体 之 间 的 相互 作用 进 
行 研 究 也 有 很 重要 的 意义 。 
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